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Dr. Nasit iGCi

e Biyoloji

 informatik/Enformatik (Informatics): Bilgi ve bilgisayar bilgi sistemleri ile ilgilenir. Bilgi
islenmesi, bilgi sistemlerinin miihendisligi

* Biyoinformatik: En kisa sekliyle biyolojik bilginin saklanacagi veri tabanlarinin organize
edilmesi ve bu bilginin bilgisayar yardimiyla incelenmesi ve islenmesi olarak ifade edilebilir.

* Hesaplamali Biyoloji: Canlilarla ilgili olaylarin gesitli analiz yontemleri, matematiksel
modelleme ve bilgisayar similasyonlari ile modellenmesi. Biyolojik sistemlerin isleyisini
anlamak goézlem gerektirdigi kadar hesaplama da gerektirir.

e Artan veriyle birlikte bilgisayarlar biyolojik bilimler ¢atisi altinda yurutiilen arastirmalarin
onemli bir pargasi haline gelmistir.

T AT Nrrveed e sETied AT

vl et el masa ey s

g e 152 i L) iy
TIGIIFINLY AVCWSETIA ATITTGLVEA WITCIRAGYY RRIATYL LIRGRIIIIA

1 21 31 3 3 300
PR SRS J L TP~ JRS - SR -

a5 0 m 10y 39 09
NYILILIGHY VIGTIIVTT MIGOCHGLIN WOAVEICE TIDIOIIN VST

B L . A -
armalts ol rsonk savmshd st scests

P O ST S ST S
LATLEINAR SIAGIOME VATTLSTIGE TELECLANR COTYWGHEA AAGEOTRGH

o L . 0] e

IO VASETN RASCOGAE TV CoMCORE ATTININGY

ry i o o g (0
TETLAYELS FLNSGIVAGN OCCUSATGE CHEROETI EAGRTURRTY SCTRSCHTMA

BiYOINFORMATIK



* Invivo
* Invitro
* Insilico

e Biyoinformatigin cikis noktasini ve ayni zamanda temel uygulama materyalini olusturan

biyolojik veri DNA ve protein dizileridir.

* Genom projeleri.

+ insan genom projesi, biyoinformatik alaninin da ayri bir disiplin olarak olusmasinda énemli rol
oynamistir.

Biyoinformatik calismalara bazi 6rnekler

* Genom projelerinden elde edilen verinin diizenlenmesi

» Hastaliklara ait genlerin kesfedilmesi ve toplumdaki sikliginin belirlenmesi

* Hastaliklarin altinda yatan genetik temellerin arastiriimasi

*  Bir DNA dizisinin hangi gene ve canliya ait oldugunun bulunmasi

*  Bir protein dizisinin hangi gene ve canliya ait oldugunun bulunmasi

* Blyk olcekli gen ifade analizleri

*  Protein dizisinden 3 boyutlu yapi tahmini

* ilag etkilesimlerinin arastiriimasi>Molekiiler etkilesimler

* Yeniilaglarin kesfi (Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi)

*  Karsilastirmali genomiks/proteomiks > Molekuler evrim, molekiler filogenetik
* Kutle spektrometresi ile protein tanimlama

* Biyolojik anlamlandirma: Anotasyon ve yolak analizleri

* Metastaz yapan kanser hicrelerinin modellenmesi

* Canlilarin yasam déngillerinin ve yayilislarinin modellenmesi (ekolojik modelleme)
*  Meta-analizler

* Yeni Nesil Sekanslama veri analizleri

*  Mikrodizi analizleri



Omiks teknoljiler sayesinde artan veri ile farkli seviyelerde bilgi edinip biitlini

SiSTEM BiYOLOJiSi

gormeye calisarak biyolojik slirecleri ¢oziimlemek.
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*  Programlama dili
* Algoritma

*  Programlama dilini, insanlarin kullandigi dillere benzetebiliriz. Ancak ayni dili konusursak
anlasabiliriz. Bilgisayara da bir sey anlatmak, istedigimiz bir seyi yaptirabilmek i¢in onlarla
konusmamiz gerekir. Bu nedenle bilgisayar ile iletisime gecmek icin en az bir programlama
dilini bilmemiz gerekir.

* Algoritmalari ise, bu dili kullanarak kurdugumuz climlelere benzetebiliriz. Bu climlelerde ne
yaptirmak istedigimizle ilgili yollari gosteririz.

* Veritabanlari (Database)
* Veritabanlari, internet cikmadan dnce de vardi. Lokal bilgisayarlarda depolaniyordu.

* Bunlardan 6nce de ciltler halinde kitaplar vardi (6r: amino asit dizilimlerini, DNA dizilimlerini
iceren ciltler halinde kitaplar)

ONEMLiI TANIMLAR

Exon

Intron

UTR (Untranslated region)

CDS (Coding sequence)

Flanking sequence (upstream, downstream)
Transcript variant

Polymorphism
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PRIMER TASARLAMA: Primer Tasariminda Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar

1. Primerlerin uzunlugu

idel bir primerde oligoniikleotidlerin uzunlugu 18-24 baz arasinda olmali. (Daha az ve daha fazla
uzunluga sahip primerlerin tasarlandigi 6zel PCR uygulamalari da olabilir)

2. Primerlerin T, degerleri

Primerlerin T, degerlerinin 55-65 °C arasinda olmasi idealdir. (Bu da 20 nt bir oligo icin %45-55 GC
oranina denk gelir)

Oligontikleotid ciftlerinin T, 'leri birbirine denk veya yakin olmali (Fark 5 °C’'ye kadar kabul edilebilir
ama ne kadar yakinsa o kadar iyidir).

Baglanma (annealing) sicakhgi (T.) ise, genellikle T, degerinin 4-5 °C alti olarak duslnulir ve PCR
reaksiyonu buna gore planlanir. Ancak yine de PCR 6ncesinde baglanma sicakligi icin mutlaka
optimizasyon galismasi yapilmalidir. Clinki bu hesaplanan degerler oligoniikleotitlerin baz iceriklerine
gore hesaplanmaktadir bu nedenle deneysel veri ile dogrulanmalidir. Tm degerinin hesaplanmasinda
farkh yaklasimlar vardir.

Tm degeri hesaplamalari icin Oligo Calc uygulamasi (ve benzeri diger gesitli uygulamalar) kullanilabilir.

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html

Primer-BLAST uygulamasi verdigi sonucta Tm dederlerini de hesaplayip gdstermektedir.

3. Ozgiilliik

Oligoniikleotidin tek bir dizilime 6zgiil olmasi gerekmektedir. Ozgiilliikte esas rolii oligoniikleotidin
3’ucu oynar. Yani primer 3’ ucundan mutlaka iyi bir sekilde komplementer olmal.

Burada primer ciftinin, calisilan organizmanin genomu lzerinde baska yerlere baglanip PCR Grini
olusturma ihtimali olup olmadigi da degerlendirilmelidir. Olusma potansiyeli olan Urunler, 6zellikle
kendi ¢ogaltacagimiz bolgenin uzunluguna da yakinsa PCR sonrasi sorun olusturur, istenmeyen diziler
elde edilebilir. Bu nedenle primer ¢iftinin genomda baska bir yere baglanip trin olusturmasi
istenmez. En ideali istenen boélgenin disinda higbir yere baglanmamasidir. Eger elimizdeki
alternatiflerin hepsi baglaniyorsa bunun derecesine bakilir. Ornegin komplementerlik sadece
primerin 5’ ucu tarafinda var ama 3’ ucunda eslesme yoksa sikinti olusturmayabilir. Ayrica primerler
ayri ayri birbirine cok uzak boélgelere baglaniyorsa bu da sikinti olusturmaz. Bu analiz Primer-BLAST
kullanilarak yapilabilir.

Odevde “Max. Target size” 2000 olarak secilebilir. (Bununla ilgili tartisma derste yapilmisti)


http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html

4. Sag tokasi (Hairpin) olusturma

Eger bir kimyasal reaksiyonun (oligonikleotitlerin sa¢ tokasi veya birbiriyle dimer olusturmasi gibi)
enerji degisimi (AG) degeri (-) ise ekzotermik bir reaksiyon (disariya eneriji verir, cabuk ve kolay
olusur), enerji degisimi degeri (+) ise endotermik bir reaksiyon (disaridan eneriji alir, yavas ve zor
olusur, normal sartlarda gerceklesmesi zordur) s6z konusudur. PCR primerlerinin tasarlanmasinda sa¢
tokasi ve dimer olusumlarini degerlendirirken ideal olarak (+) AG degerleri istense de klgtik/0’a yakin
(-) AG degerleri de kabul edilebilir. Ancak bu degerin -7 kcal/mol den daha disik olmasi istenmez
(kesin bir kural degildir, tecriibeye dayanmaktadir, ideal olan + olmasi ya da - ise de sifira yakin
olmasidir).

Sag tokasi olusturmamasi icin oligoniikleotid kendi icinde karsilikh eslenik baz dizileri icermemeli. Sag
tokasi olusumu 6zellikle 4 veya daha fazla bazin eslesmesi ile olusmussa bu durum istenmez.

Sac¢ tokasi olusumunda eslesen baz ciftleri A-T ise, G-C ciftlerine gore daha kolay birbirinden
ayrilabilecegi icin daha kabul edilebilir olur (ancak hala eslesme sayisi ve AG degeri agisindan uygun
olmali).

Yapilan analizde olusan sag tokasi yapisi icin Tm degeri de verilmektedir. Bu deger, PCR
reaksiyonunda cikilacak sicakliklarin altindaysa, sa¢ tokasi yapisi PCR reaksiyonunda acilacaktir.

Sac tokasi olusturma tasarlanan primer ciftlerindeki her bir primer (f ve r) icin tek tek yapiimaldir.
Bu analiz IDT OligoAnalyzer Tool kullanilarak yapilabilir.

Ag adresi: https://www.idtdna.com/calc/analyzer

5. Dimer olusturma

Primerlerde iki tip dimer olusumu mimkdiindir. Birincisinde her bir primer yine kendisi ile dimer
yapabilir (6rnegin forward-forward dimeri, forward-reverse dimeri). Bu durum self-dimer ya da
homo-dimer olarak adlandirilir. Primer ciftlerindeki her primer icin ayri ayri yapiimalidir. ikinci
durumda ise primer ciftindeki iki primer birbirleriyle dimer yapabilir (forward-reverse dimeri). Bu
durum ise hetero-dimer olarak adlandirilir. Bu analiz ise her bir primer gifti icin yapilmalidir.

Oligonikleotid ciftleri dimer olusumuna neden olacak sekilde birbirleri ile eslenik olmamall
(homodimer veya heterodimerler olusmamali). Burada da yine yukarida AG degeri ile ilgili
bahsedilenler gecerli.

Olusan primer dimerlerinde 6zellikle 3’ uglar dimer olusturmussa bu daha istenmeyen bir durumdur.
ideal olan hig olusturmamasidir. Yine eger olusan dimer A-T ler iceriyorsa, G-C icermesine gére daha
tercih edilebilir olur. G-Cicerirse 6zellikle 60 C altindaki Tm degerleri icin sorun olusturabilir.

Dimer olusumlarini test etmek icin de yine IDT OligoAnalyzer Tool kullanilabilir.


https://www.idtdna.com/calc/analyzer

ok TGTHEGHGGEEGHGEEET 3"

-1
s

TCACGCTGCAGGTCT S

Yukaridaki sekilde 3’ uclarindan olusan bir dimer goériliyor. Bu daha istenmeyen bir durumdur.

AG=-5 kcal/mol AG=-9.3 kcall/
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Yukaridaki 3 sekilden en uygun olan primer AG degeri -1.6 olandir. -5 olan da ¢ok iyi degil ama

zorunda kalinirsa yine de kullanilabilir. -9.3 degere sahip olan durumda ise primerin kullaniimasi
tavsiye edilmez.

6. Diger hususlar

e Oligontikleotid dizilimlerinde i¢in licten fazla tekrar eden baz olmamasi tercih edilir.

e Primerin 3’ ucunda GC orani yiiksek olmamalidir. (Or: 5’-CAGTAACAGATACGGGCA > 3’
ucunda GC orani yiksek)

e Ozellikle dizi analizi de yapilacaksa, PCR ile cogaltilacak bélgenin yaklasik 500 b¢’yi
gecmemesi tercih edilir. Daha uzun dizilimler i¢in pargalayarak primer tasarimi yapmak
gerekebilir. Bazi 6zel yontemler ve enzimler kullanarak daha uzun dizileri PCR ile ¢cogaltmak
da mumkinddr.

e PCR primerlerinin yerlesimi esas olarak amplifiye edilmeye calisilan DNA bolgesinin yukarisi
(“upstream”i) ve asagisi (“downstream”i) olmahdir.



NOTLAR

Primer tasarlamanin kesin bir sekilde belirlenmis kati kurallari yoktur. Bazen kriterlere ¢ok da iyi
uymayan bir primer c¢ifti PCR reaksiyonunda ¢ok iyi ¢calisabilir. Bazen de kriterlere ¢ok iyi uyan bir
primer cifti calismayabilir. Ancak primer tasarimi yaparken bahsedilen hususlara dikkat edilmesi ve
olabilecek en iyi primerin tasarlanmasi mutlaka zaman kaybini 6nleyecektir.

Derste uygulama olarak yapilan tasarlama, standart olarak kullanilan bir PCR reaksiyonu icindir. Bazi
durumlarda farkli amacglar icin daha degisik primer tasarlama yaklasimlari benimsenebilir (6r:
dejenere primer).

Primer tasariminda kullanilabilecek Ucretli veya (icretsiz cesitli yazilimlar ve internet siteleri
mevcuttur. Uygulama ornegi olarak licretsiz olarak kullanilabilecek internet platformlari secilmistir
ancak sadece kullandiklarimizla sinirl degildir.

Hazirladiginiz 6devlerin ve dersteki uygulamalarin amacinin, en miilkemmel primer ciftini tasarlamak
degil, primer tasarlamada kullanilabilecek programlari ve nelere dikkat edilmesi gerektigini 6grenmek
oldugunu unutmayin. Bahsedilen kriterlere gére degerlendirerek, ayni yontemle veya farkli
programlari kullanarak kendi calismalariniza ait primerleri tasarlayabilirsiniz. Kullanilan program
degisse de genel yaklasim ve dikkat edilecek noktalar ayni olacaktir. Bu noktada cok daha secici
olarak ve tiim kriterleri bltln primer cifti alternatiflerinde degerlendirerek en uygun primer ciftini
segmelisiniz.



